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論文内容の要旨
緒 主6..再開
太陽エネルギー有効利用の方法のーっとして，光合成生物による水の光分解 (Biophotolysis) を
利用する水素生産を挙げることができる。この方法は，豊富に存在する水を原料とし，太陽光エネル
ギーを駆動力として利用し，かつ，常温・常圧の下で水素および酸素を同時に生成する生物反応を利
用していること，さらに生成する水素は無公害なクリーンエネルギーとして注目されている二次エネ
ルギーであることなど 健康な人間生活をおくる上において非常に優れたエネルギ一生産方式である
と考えられる。
Biophotolysis を利用する水素生産方式として考案されている系は，
1 .ヒドロゲナーゼ系(緑藻を利用する方式，光合成成分と酵素を再構成する方式など)
2. ニトロゲナーゼ系(ランソウや光合成細菌を利用する方式)
の二つに大別することができる。本研究では ランソウを利用するニトロゲナーゼ系 Biophotolysis
に着目した。
ランソウによる水素放出現象は古くから知られており，またニトロゲナーゼに関しでも空中窒素固
定を行なう酵素として，窒素固定の分野において非常によく研究が進められている。ランソウを用い
た Biophotolysis に関する報告は， 1974年 Benemann と Weare により糸状性ランソウ Anabaena
cylindrica を用いてなされJ) 水素および酸素の同時発生が観察された。この水素発生はニトロゲナー
ゼの作用によると考えられた。 A. cylindricaのような糸状性ランソウでは，ニトロゲナーゼは異質細
胞(ヘテロシスト， Heterocyst) に局在し f) このため外部の酸素から保護されることとなり， 酸素
。。つ』
および水素の同時発生が可能となったと考えられたどこれ以後，ランソウを用いた Biophotolysis の
研究は主に A. cy lindrica を用いてよくなされ，以下の事実が認められている。
1 .水素代謝に関連する酵素として， reversible ヒドロゲナーゼ，ニトロゲナーゼそしていわゆる
‘ uptake' ヒドロゲナーゼの三種が知られているが， A. cylindricaの水素発生はニトロゲナーゼの
作用である。
2. 水素発生は，窒素欠乏あるいは窒素制限細胞において高活性が認められる。
3. ランソウには水素取り込み活性の高いものが多く，このため水素発生が低下あるいは認められ
なくなる。
4. アセチレンと一酸化炭素が共存する気相下では水素発生が高くなる。
本研究において，好熱性ランソウを用いる Biophotolysis による水素生産の可能性ならびに窒素欠
乏細胞における水素代謝に関し検討を加えた。
本論
第 1 章 好熱性ランソウの分離とその水素発生の特徴
好熱性ランソウを，別府温泉白池地獄付近より採取の藻塊から分離し，希釈・洗浄法により単一な
株を得た。このランソウは，イデユアイミドリ Mastigocladus laminosus Cohn (Mastigocladaceae , 
Stigonematales) と同定された。 M.laminosus は硝酸塩を窒素源として増殖した細胞 (Nitrate-
grown cells) ではヘテロシストの形成も水素発生も認めることはできなかったが，窒素固定により
増殖した細胞 (Air-grown cells) ではヘテロシストの形成および水素発生を認めることができた
(Fig.1) 。この水素発生は，窒素ガスにより阻害されまた，脱共役剤によっても阻害されたことなど
(Table 1) よりニトロゲナーゼの作用であると考えられるごなお，水素発生の最適温度は44 0C --
49 0C ，最適pH は， 7.0 ----7.5であった。また，暗所では水素発生を認めることはできなかった。
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Table 1. Effect of inhibitors on H2 evolution. 
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第 2 章『水素発生を担う酵素ニトロゲナーゼの活性増大
水素発生を増加させるためにはニトロゲナーゼ活性を増大させる必要がある。そこで， A. cylind. 
rica を用いた窒素固定の研究より明らかとなっている以下の二つの方法を適用した。
1 .ニトロゲナーゼ合成制御に関係しているグルタミン合成酵素の阻害剤を添加する方法:)
2. 細胞内C/N比を大きくするために窒素欠乏条件下でインキュベートする方法:)
Table n に示すように，グルタミン合成酵素阻害剤メチオニンスルフォキシミン (M S X) を添加
したところ， A. cylindricaの水素発生およびヘテロシスト形成は増加したが， M. laminosus にはあ
まり効果はなかった。
Table n. Effects of MSX on H2 evolution an?heterocyst formation. 
Algae Concentration H2 evolution lleterocyst freguency 
of MSX 
()lg/ml) (ml/mg chl/24 hr) {も)
Anabaena 
cylindrica 。 0.19 2.2 土 0.26
0.5 0.91 3.3土 0.26
1.0 1. 22 6.3土 0.66
Ma三日旦oclad旦S
laminosus 。 1. 56 1. 7 土 0.06
1.0 1. 73 2.4土 0.06
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Fig.2. Typical patterns of 1 and O2 
evolution (A) , cz H2 redudion (B) , 
and H2 uptake activity (C) during 
nltrogen starvation. 
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次に窒素欠乏条件下 (Ar/2.5% CO2 通気
でランソウをインキュベートしたところ，下)
Fig.2 に示すように，約 1 日後には水素発生
したがって，窒素欠乏条
すなわち水素発生の増
インキュベーションを続けると，数時間後から
およびアセチレン還元(ニトロゲナーゼ)活性の著しい増加が認められた。
M. laminosusのニトロゲナーゼ活性の増大，件下でのインキュベーションは，
加1こ対し非常に有効で、あると考えられる。 ところが，
では高い水素取Fig.2 参照)この時期の細胞 (phase 皿細胞，急激な水素発生の低下が認められた。
このために水素発生低下が生じたものと考え 次章において水素取り込み活り込み活性が認められ，
{生の制御についてネ食言すした。
水素発生低下の要因-水素取り込み活性ーの制御
まず，温度および、pH を制御することにより水素取り込み活性の抑制が可能かどうか検討したが，
泊川
τ? ?q/“ 
第 3 章
これらの因子の制御により水素発生の増加を計ることは困難で、あろうと思われた。そこで，ヒドロゲ
ナーゼ阻害斉tl 6 ， 7) による水素取り込み活性抑制を検討した。 Fig.3 に示すように，一酸化炭素では，
20%まで濃度を変化させたが どの濃度においても約25%の抑制しか得られなかった。アセチレンで
は，添加濃度を大きくすればそれだけ抑制も大きくなり， 10%で約30%の活性の抑制が認められた。
一方，両気体のヒドロゲナーゼ活性に対する効果を検討したところ，両気体ともに濃度が大きくなる
につれ，活性阻害も大きくなった (Fig.4) 。
第 4 章 一酸化炭素・アセチレン存在下(水素取り込み活性抑制時)の水素発生
前章において，一酸化炭素およびアセチレンにより水素取り込み活性が，部分的にではあるが抑制
されることが認められたので これらの気体の水素発生に対する効果について検討した。一酸化炭素
およびアセチレンは それぞれ単独で、は水素発生を抑制したが，両者が共存した場合には水素発生の
増加が認められた (Table III) 。このとき，水素取り込み活性およびヒドロゲナーゼ活性は各単独気
体による抑制より著しく大きく抑制されることは認められなかった。このような水素発生の増加は，
水素取り込み活性の高い窒素固定微生物で認められている現象でありげ)この機構は両気体によるヒ
ドロゲナーゼ阻害の他に一酸化炭素がニトロゲナーゼに作用し その水素生成部位の抑制を解除する
からであろうと報告されている~， 9) M. laminosusの窒素欠乏細胞においても同様の機構で水素発生の
増加が認められるようになったと考えられる。
Table m. Effects of C H2, CO and CO plus C H2 on H2 evol ution 
of N-starved (phase m) cells. 
Addition of H
2 
evo1ution 
gases 
(}ll/mg d工y wtパ1r) (も)
‘、.，，，、上。ど←」???rt
円し
F』
2a
も
nEE
??c
・­
??どA
十+
0.85 
0.7 
0.45 
100 
82 
53 
+ 5 も C_H2--2 
+ 10 も C_H2--2 
+ 0.5 亀 CO p1us 5 も C_H2--2 
+ 0.5 も CO p1us 10 も C_H2--2 
+ 2 も CO p1us 5 も C_H
2 2 
0.35 
0.31 
41 
36 
2.08 
20 11 
1.55 
245 
248 
182 
次に一酸化炭素・アセチレン共存下での長期連続水素発生を試みた。 Ar中においても N2 中におい
ても ， 5 日から 10 日毎に気相部を新しくすること (Replacement of gas phase) により， 20 日間の
連続水素発生が可能であった。また，空気中 (Air) においても同様の操作で， 15 日間の水素発生が可
能であった (Fig.5) 。このときの操作(気相部を新しくする)の効果について検討した。両気体共存
? ??
下にわいて 9 日間インキュベートした M.laminosusのアセチレン還元活性およびヒドロゲナーゼ活
(Ar/CÛ 2 , bubbling) に比べると
アセチレン還元活性は25-40%程度(インキュベーション前の活性の 2-3 倍)はあったが，一方，
次にインキユベーションを行な
性を測定したところ，窒素欠乏条件下でインキュベートしたもの
(Tabl N) 。ヒドロゲナーゼ活性は40-50% しか認められなかった
っている容器中より酸素を除くため sodiam dithionile (DT) の添加を行なった ~O) 3 週間両気体共存
下でインキュベーション後気相部を新しくし水素発生を行なわせたところ 1-2 日間水素発生を認め
Fig.5. Long骨 term product i onof H2 i n 
the presence of 10% ~a plus 1 % 
CO in light. 
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Table N. ~H2 reduction and hydrogenase activities after incubation 
with GH2 plus CO for 9 days in light. 
Tlme 
Hydどogenase C lL reduction 
22 
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707 
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phase gas 
3.4 
4.1 
1309 
8.4 
とこ(N21+) , Ar( +) ) (Fig.6) 。そこで 3 日目に DT を j恭加したその後水素の減少が現われただが，
(Fig.6) 。 添加した DTはニトロゲナーゼ活性を促進しないろ急激な水素発生を認めることができた
長期水素発生を行なわせる場合必要で、あった気相部を新しこのような事実より，ことを認めている。
一酸化炭素・アセチレン共存
下においても残存している水素取り込み活性の発現が抑制され，水素発生が長期にわたり継続したも
のと考えられる。したがって，一酸化炭素・アセチレンを含む気体を連続通気し，かつ水素および酸素
ハhu? ?つω
気相部より水素および酸素が除去されるために，くする操作によって，
Fig.6. Effect of sodium dithionite 
(DT , 8 mM) on H2 evolution of 
cells preincubated for 3 weeks 
under Ar/C02 /G H2 /CO. 
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を系外ヘ取り去る方式を用いれば，水素取り込み活性の高いランソウをも利用し得る水素生産系が構
築できると考えられる。
窒素欠乏細胞の水素代謝におけるアセチレンの効果第 5 章
一酸化炭素・アセチレン共存下に台いて窒素欠乏細胞の水素発生の増加が認められ前章にむいて，
このような両気体
共存下の水素発生促進作用について，
窒素欠乏細胞はインキュベーション中の活性の変化に基き I ， IT ， m の三つの phase に分けることが
(Fig.5) 。また両気体共存下において長期水素発生が可能であった
さらに詳しく+食言すした。
(Table 皿) , 
3~6 時間インキュベートしたとこFig.7 に示すように 3 種の細胞を用い，(Fig.2 参照)。できる
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lncuDatlon tlrle 
(Air-grown) 細胞および、phase 11 の細胞の水素発生は，両気体共存下にろ窒素固定により増殖した
(時間を
phase 皿の細胞の水素発生は速かに，その後ゆっくりと増加した。速かな増加
で認められた効果と同様で、あると考えられるので， ゆっくりとした
おいても促進されず，
第 4 章 (Table 皿)
要する)水素発生増加について検討した。
は，
アセチレン時間を要する水素発生促進作用は両気体共存下においてのみ認められる現象ではなく，
アセチレン前アセチレンの効果をより明確にするため，単独存在下においても認められた。そこで，
一酸処理細胞を用いて検討した。前処理した phase 固の細胞の水素発生および水素取り込み活性を，
前処理細胞の水素発生活性は前処理 3化炭素・アセチレン共存下で測定した。 Fig.8 に示すように，
3 時間より長い時間処理しでももはや活性時間までは処理時間を長くすればそれだけ高くなったが，
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Fig.8. Changes of H2 uptake and H2 evolution activities of phase I cells 
during incubation with C2H in light. 
(2"2 ・ prelncuLJotloll tlle 
あたかも水素発生活性の鏡像のような変化を示しは増加しなかった。一方，水素取り込み活性は，
それ以上の処理では活性低下は認められな3 時間目頃までは水素取り込み活性下し，た。すなわち，
(Fig.8) 。また， 4~7 時間アセチレンで前処理した細胞ではもはや時間を要する水素発生増かった
アセチレ加現象は認めることはできなかった。以上の事実より，時間を要する水素発生促進作用は，
この低下作用発現に時間を要するために生じたものであシの作用により水素取り込み活性が低下し，
ると考えられる。
ヒドロゲナーゼ活性を
ことより，水素取り込み反応に関連する他の部位にアセチレンが作
用していると考えられる。また，蛋白合成阻害剤で 5.5時間処理しでも水素取り込み活性の低下は認
められず，水素取り込み反応に関連する蛋白性成分は処理時間内において安定であると考えられる。
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このアセチレンによる水素取り込み活性低下作用について検討したところ，
(Table V) 阻害していなかった
Table V. Effect of preincubation wi th G 民 for 5.5hr on hydrogenase acti vi ty. 
Preincubation 
condition sa) 
Hydrogenase activity 
(}lljmg dry wt. パ1 ど) (も)
Arj5 も CO2 (contro1) 
+ puromy cin (30)-lgjm1) 
+10 も C_H
2 2 
32.7 
32.3 
32.7 
100 
98 
100 
さらに，アセチレンの作用は光エネルギーを必要としなかった。
好熱性ランソウ Mastigocladus laminosus は水素発生を行なわせる窒素欠乏条件下において，高い
水素取り込み活性が発現するが，一酸化炭素・アセチレン共存下において長期水素発生が可能で、あっ
た。したがって M. laminosus を用いる Biopho to lys i s を水素生産に適用することは可能であると思わ
れる。また，窒素欠乏細胞に対するアセチレンの興味ある作用は，ランソウの水素代謝研究に一つの
新しい手段を与えるものと考える。
結論
1 .別府温泉より分離した水素発生を行う好熱性ランソウはイデユアイミドリ Mastigocladus lami-
nosus であった。
2. M. laminosusの水素発生はニトロゲナーゼ、の作用であることを明らかにした。
3. ランソウを窒素欠乏条件下でインキュベートレ，細胞内C/N比を大きくすることにより水素発生
は著しく増加した。
4. 窒素欠乏条件下において，水素取り込み活性も増加し，このため増加した水素発生は再び低下し
。
た
5. 一酸化炭素・アセチレン共存下において水素取り込み活性は抑制され，また同気相下において長
期水素発生が可能となった。
6. アセチレン・一酸化炭素共存下における水素取り込み活性低下現象は二つの機構により認められ
ると考えられる。(1)両気体によるヒドロゲナーゼ阻害(速かな作用)と， (2)アセチレンによる，ヒ
ドロゲナーゼを阻害しない水素取り込み活性低下作用(時間を要する作用)の二つである。
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論文の審査結果の要旨
水素は将来のクリーンエネルギーとして注目を集めているが，太陽エネルギーを利用し，水を分解
して水素を生産する能力を持っている藻類の利用は水素生産には一つの理想的な形態である。本研究
では光照射時におこる高温状態で水素生産の可能な好熱性ランソウ Mastigocladus laminosus によ
る水素発生に関する基礎的な研究を行ない，特に水素生産能低下の原因をっきとめ，それが水素取込
みによることを明確にした。さらにその水素取込みを防ぐ方法について検討を加え， CO , C 2 H 2 によ
る水素取込み抑制によって長期間の水素発生を可能にした口よって本論文は博士論文に充分価する論
文と考えられる。
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